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               【目 的】
 H顔coわαo乙εr ρyZorε (HP) 感染における胃粘膜傷害機序と して HP が産生するアンモニアは
 重要な位置を占めている。 従来, HP 感染胃粘膜におけるアンモニアによる胃粘膜傷害機序は,
 好中球 が産生する酸素ラ ジカ ルとア ンモニアとの反応で生 じるモノクロラミ ンによって説明され
 てきたが, 実際の HP 感染胃粘膜においてモノクロラミンがどの程度形成され, 粘膜障害に寄与
 しているかについては疑問が残されていた。 また, アンモニア単独でも胃粘膜細胞に対して傷害
 性を持ち, アポトーシスを誘導することも報告されてたが, その直接的な胃粘膜細胞傷害機序に
 ついては不明な点も多かった。 一方, 生体内におけるアンモニア代謝機構と して glutamine
 synthe七ase (GS) があるが, 本酵素は過剰なアンモニアの存在下ではむしろ ATP の消費とエネ
 ルギー産生機構の障害をもた らすといわれている。 消化管においては胃に特に高い GS 活性が認
 められるが, HP 感染に伴うアンモニアによる胃粘膜傷害機構における意義については全く検討
 されていな い。 そこで, 本研究では(1) アンモニアによる胃粘膜培養細胞のアポトーシス誘導の
 シグナ ル伝達, (2) アンモニアによる胃粘膜培養細胞のアポトーシス誘導機構への GS 関与の可能
 性, さらに, (3) HP 感染がヒト胃粘膜の GS 発現に与える影響を明らかにすることを目的と し,
 ラッ ト正常胃粘膜細胞培養系 RGM1 細胞を用 い, アンモニアによる胃粘膜細胞のアポトーシス
 誘導と GS との関連にっ いて検討した。
               【方 法】
 RGM1 細胞を種々の濃度のアンモニアを含む pH7.5 または 8.5 の培地中で 24 時間培養 し, そ
 の細胞生存率を Calcein-AM の取り込みから評価した。 また, 0.05%アンモニア (pH8.5) で処
 理した細胞を用い, p53, p21, Bax, Bc1-2 の発現の変化とミトコンドリアからの cy七〇出rome C
 放出を RT-PCR 法ならびにウエスタンプロット法により検討し, さらに, caspase-9 および
 caspase-3 の活性を測定した。 つぎに, RGM1 細胞における GS のウエスタンプロットとその活
 性の測定を行い, さらに, GS 阻害剤 methionine sulfoximine (MS) で GS 活性を抑制した細
 胞を用いてアンモニア処理による細胞生存率と細胞内 ATP 量への影響を検討した。 また, ラッ
 トおよびヒトの胃粘膜標本を用い, GS の免疫染色を行った。
              【結 果】
 アンモニアは濃度依存性, pH 依存性に RGM1 細胞にアポトーシスを誘導した。 その過程で,
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 p21およびBax の mRNA およびタンパクの発現増強, Bcl-2 の mRNA の発現低下, さらに, ミ
 トコンドリアか ら細胞質への cytochrome Cの放出とその下流にある caspase-9 および caspase-
 3の活性化が認められた。 p53 は mRNA およびタ ンパク レベルでも明らかな変化は認めなかっ
 た。 また, RGM1 細胞にも GSタンパクの発現とその活性が認められ, 活性は MS により濃度
 依存性に抑制された。 さらに, MS は濃度依存性にアンモニアによるアポトーシス誘導を抑制 し,
 アンモニア処理による細胞内 ATP 量の減少も阻止した。 また, ラットの胃を用いて免疫染色に
 より GS の局在を検討したところ, 壁細胞や被蓋上皮細胞に GS 陽性像を認めた。 ヒト胃粘膜で
 も壁細胞や被蓋上皮細胞, 幽門腺細胞にGS発現を認めたが, 特に, HP 陽性胃粘膜では壁細胞
 と被蓋上皮表層部分での GS 発現の増強を認めた。
               【考 察】
 本研究の結果より, アンモニアによる RGM1 細胞のアポトーシス誘導機構においては, GS
 による過剰なア ンモニアの代謝に伴う ATP 消費やエネルギー産生機構の障害が引き金とな り,
 下流の p21 や Bax の発現亢進, ミトコンドリ アからの cy七〇chrome C放出とそれに引き続いて
 起こる caspase の活性化といったシグナ ル伝達機構を経てアポトーシスが誘導される ものと考え
 られた。 アンモニアによる胃粘膜細胞のアポトー一 シス誘導の初期過程に GS が関与 している可能
 性や, HP 感染によるアンモニアの胃粘膜傷害と GS との関連を指摘した報告はこれまで全く行
 われていない。 HP 感染胃粘膜の病態形成には, HP や好中球が産生するサイトトキシン, プロ
 テアーゼ, ラジカ ルな ど様々な要因が関与 しているが GS によるアンモニア解毒 に伴うエネルギー
 代謝障害 も粘膜傷害機序の中で重要な位置を占めている ものと考え られる。
               【結 論】
 本研究結果より, RGM1 細胞のアンモニアによるアポトーシス誘導機構において, GS による
 アンモニア代謝に伴う ATP 消費やエネルギー産生機構の障害がアポトーシス誘導の引き金になっ
 ている可能性が示唆された。 HP 陽性胃粘膜において も, GS はアンモニアによる胃粘膜傷害機
 序の一つと して重要な位置を占めていると考え られた。
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 審査結果の要旨
 H誠σoわαc乙2r ρyZorl (HP) 感染における胃粘膜傷害機序として HP が産生するアンモニアは
 重要な位置を占めている。 アンモニアは胃粘膜細胞にアポトーシスを誘導するが, その分子機構
 は未だ不明な点が多い。 一方, 生体内におけるアンモニア代謝機構として glutamine
 sy航hetase (GS) があるが, 本酵素は過剰なアンモニアの存在下ではむしろ ATP の消費とエネ
 ルギー産生機構の障害をもた らすといわれている。 消化管においては胃に特に高い GS 活性が認
 められるが, HP 感染に伴うアンモニアによる胃粘膜傷害機構における意義については全く検討
 されていない。
 本研究では, まずラッ ト正常胃粘膜細胞培養系 RGM1 細胞を用い, アンモニアが濃度依存性,
 pH 依存性に RGM1 細胞にアポ トーシスを誘導 し, その過程で, p21 および Bax の mRNA およ
 びタ ンパクの発現増強, Bc1-2 の mRNA の発現低下, さらに, ミ トコン ドリアから細胞質への
 cytochrome Cの放出とその下流にある caspase-9 および caspase-3 の活性化が認められる事を
 示した。 また, RGM1 細胞にも GS タンパクの発現とその活性が認められ, 活性が GS 阻害剤
 methionine sulfoximine (MS) により濃度依存性に抑制される事を確認し, さらに, MS が濃
 度依存性にアンモニアによるアポ トーシス誘導を抑制 し, アンモニア処理による細胞内 ATP 量
 の減少も阻止することを明らかにした。 次に, ラッ ト, および, ヒトの胃を用いて免疫組織化学
 により GS の局在を検討し, 特に, ヒトHP 陽性胃粘膜では HP 陰性胃粘膜と比べ, 壁細胞と被
 蓋上皮表層部分で GS 発現の増強が認められることを示 した。
 本研究結果より, RGMl 細胞のアンモニアによるアポ トーシス誘導機構において, GS による
 アンモニア代謝に伴う ATP 消費やエネルギー産生機構の障害がアポ トー シス誘導の引き金になっ
 ている可能性が示唆され, また, HP 陽性胃粘膜においても, GS はアンモニアによる胃粘膜傷
 害機序の一つと して重要な位置を 占めて いる と考え られた。
 本研究は, これまで不明であったアンモニアによる胃粘膜細胞のアポ トーシス誘導のシグナル
 伝達機構を明らかにし, さらに, その引き金として, 胃ではこれまでにいわれてなかった, GS
 によるアンモニア解毒機構を介 した全く新しい傷害機序の可能性を指摘 している。 さらに, ヒト
 HP 感染胃粘膜においても GS 発現誘導が胃粘膜傷害機序のひとつと して重要な役割を果た して
 いる可能性も指摘 しており, ヒト HP 感染胃粘膜の病態の解析の点からも有意義な研究と考えら
 れる。
 以上の点より, 本論文は学位に値すると考えられる。
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